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Resumo

O cancro de prostata (CaP) é o segundo com maior incidéncia no homem. As terapias
farmacologicas mais utilizadas s@o as antineoplésicas (docetaxel ou cabazitaxel) e
antiandrogénicas (enzalutamida ou apalutamida). Atualmente, investigam-se novos
biomarcadores preditivos para detecdo precoce, desenvolvimento de terapias
combinadas e avaliacao da resposta a terapia. Alguns desses potenciais biomarcadores
encontram-se sobreexpressos no CaP, como por exemplo, a proteina Six
Transmembrane Epitelial Antigen of the Prostate 1 (STEAP1), que é expressa nas células
epiteliais e varios estudos indicam que a sobreexpressdao da STEAP1 esta associada a

progressao do CaP.

O objetivo deste trabalho foi avaliar se as células tumorais se tornam mais sensiveis ao
tratamento com cabazitaxel ou enzalutamida, quando associado ao silenciamento do
gene STEAP1, assim como avaliar se a sobreexpressao da STEAP1 pode ser utilizada

como biomarcador preditivo na resposta ao tratamento.

Foi realizada a transfeccao das LNCaP com um siRNA especifico para o gene STEAPI, e
como controlo as células foram transfectadas com um siRNA contendo uma sequéncia
aleatoria. Seguidamente, as células foram tratadas com cabazitaxel ou enzalutamida de
forma a avaliar a influéncia da expressao da STEAP1 na viabilidade celular, proliferacao

celular, apoptose celular, migracao e invasao celular.

Os resultados demostraram que o silenciamento reduziu significativamente em 47% a
viabilidade no grupo STEAP1 siRNA. entretanto, o tratamento com cabazitaxel reverte a
diminuicao da viabilidade. Constatamos que o grupo STEAP1+CBZ, apresentavam

menor expressao de p-c-myc.

Assim, estes resultados preliminares podem indicar que a STEAP1 pode influenciar na

resposta ao tratamento do CaP com cabazitaxel ou enzalutamida.
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Abstract

Prostate cancer (CaP) is the second with the highest increase in men. The most used
pharmacological therapies are antineoplastic (docetaxel or cabazitaxel) and
antiandrogenic (enzalutamide or apalutamide). Currently, new predictive biomarkers
are being investigated for early detection, development of combined therapies and
assessment of response to therapy. Some potential biomarkers are overexpressed in CaP,
such as the Prostate Epithelial Transmembrane Antigen Six 1 (STEAP1) protein, which
is expressed in epithelial cells, and several studies indicate that STEAP1 overexpression

is associated with CaP progression.

The aim of this study was to assess whether tumor cells become more sensitive to
treatment with cabazitaxel or enzalutamide, when associated with STEAP1 gene
silencing, as well as to assess whether STEAP1 overexpression can be used as a predictive

biomarker in response to treatment.

Transfection of LNCaP with a specific siRNA for the STEAP1 gene was performed, and
as a control the cells were transfected with a siRNA containing a random sequence. Then,
the cells were treated with cabazitaxel or enzalutamide to assess the influence of STEAP1

expression on cell viability, cell proliferation, cell apoptosis, cell migration and invasion.

The results showed that silencing significantly reduced viability by 47% in the STEAP1
siRNA group. However, treatment with cabazitaxel reverses the decrease in viability. We

found that the STEAP1+CBZ group had lower expression of p-c-myc.

Thus, these preliminary results may indicate that STEAP1 may influence the response to

CaP treatment with cabazitaxel or enzalutamide.
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1. Introducao

1. Embriologia, Anatomia, Histologia e Fisiologia da
Prostata

A prostata é uma glandula acesséria do sistema reprodutor masculino, seu
desenvolvimento é caudal ao colo da bexiga, através da proliferacao de botoes epiteliais
que se estendem do epitélio do seio urogenital (origem endodérmica). Os botdes da
prostata invadem locais caracterizados que padronizam o desenvolvimento dos lobos
distintos da prostata. A invasdo dos botdes epiteliais por condensa¢do mesenquimal,
levam as células que constituem o tecido conjuntivo a diferenciar-se em elementos do

estroma e assim tornando-se compactadas. Este processo de condensacao ¢é

o

independente da acdo dos androgénios. Diferentemente, o brotamento epitelial
dependente de androgénios e um dos eventos primarios no desenvolvimento prostéatico,
onde o mesénquima do seio urogenital, expressa o recetor de androgénios (AR) e regula
a morfogéneses ductal. Em humanos, o brotamento da prostata ocorre durante a 10°
semana de gestacdo (Figura I. 1). E de realcar que o nivel de androgénio é essencial para
a diferenciacdo prostatica (como ramificacdo e canalizacdo) e para o crescimento do

embrido (Wein et al., 2015).
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Figura I. 1 (A) Desenvolvimento da prostata a partir do epitélio do seio urogenital, entre a 102 e a 122
semana. (B1) visdo dorsal do desenvolvimento da prostata, observando a diferenciacdo prostatica com
ramificaces (112 semana). (B2) seccdo mediana da préstata, constatando a canalizacio e evaginacdes
prostaticas (162 semana). (B3) Exibe uma secgao diagonal no nivel de corte, mostrado em B2 (adaptado de
(Moore, Persaud and Torchia, 2016; SCHOENWOLF et al., 2016).



A proéstata é um 6rgao fibromuscular e glandular com localiza¢ao na regiao pélvica abaixo
da bexiga e envolve uma parte da uretra. Tem um tamanho aproximado de uma bola de
golfe e mede 4 cm lateralmente, cerca de 3 cm desde o topo até a parte inferior e 2 cm
desde a regiao anterior até a posterior (McAninch, 2014). Histologicamente, a prostata é
composta por 30 a 50 glandulas tubuloalveolares (com epitélio cuboide simples ou
pseudoestratificado colunar (Figura I. 2)) organizadas em trés camadas concéntricas:
mucosa interna, submucosa intermediaria e camada periférica. O parénquima prostatico
adulto é dividido em cinco zonas distintas (Figura I. 3): zona central (compreende 25%
do tecido glandular prostatico e sem ocorréncia de carcinoma e inflamacao), zona
fibromuscular (apresentando tecido conjuntivo denso e fibras musculares lisas), zona de
transicao (com 5% do tecido glandular prostatico e zona com maior prevaléncia de
hiperplasia prostatica benigna (BPH)), zona periférica (onde se encontram 70% das
glandulas prostaticas e mais associada ao desenvolvimento de carcinoma) e a regiao
periuretral (contém glandulas mucosas/submucosas e na BPH avancada esta zona pode
sofrer compressao). Com esta divisdo foi possivel avaliar a predisposicao e/ou
incidéncias por cancro ou outras patologias que ocorrem em cada zona da proéstata

(Figura I. 2) (De Marzo et al., 2016; Ross, 2016; Junqueira, 2018).

Sk

s

o - AR

Figura 1. 2 Fotomicrografia da prostata humana. A. Amostra da prostata corada com Mallory-Azan,
evidenciando as glandulas tubuloalveolares (GI) e o tecido fibromuscular (musculo liso corado em
vermelho e tecido conjuntivo denso corado em azul). 60x. B. Nesta amplificagio € possivel observar que o
epitélio glandular é pseudoestratificado. As setas indicam os nucleos das células basais, assim como a

regido apical das células secretoras (ndcleos alongados). 635x. (adaptado de (Ross, 2016)).



A prostata é responsavel pela producao e secrecao de um fluido leitoso que contém
diversas substancias, como por exemplo: o 4cido citrico que é utilizado pelos
espermatozoides para a sintese de ATP; Enzimas proteoliticas (como o antigénio
especifico da prostata (do inglés PSA), pepsinogénios, lisozima, amilase e hialuronidase)
que hidrolisam as proteinas de coagulacdo das glandulas seminais; Fosfatase acida;
Zinco; Sacarose; e Plasmina seminal com acdo antibiotica. As secrecoes prostaticas
constituem aproximadamente 25% do volume do sémen, auxiliando na motilidade e
viabilidade dos espermatozoides (Tortora, 2016). Esta producao ocorre pela acao dos

androgénios (Ross, 2016; Junqueira, 2018).
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Figura I. 3 Representacdo anatémica da prostata humana (adaptado de (De Marzo et al., 2016)).

Os androgénios desempenham um papel fundamental na diferenciacao da proéstata,
estimulando o desenvolvimento e manutencao (Basu and Tindall, 2010). A testosterona,
principal androgénio circulante, é uma hormona esteroide sintetizada a partir do
colesterol. A producdo da testosterona ocorre principalmente nas células de Leydig sob
estimulo da hormona luteinizante (LH), cuja secrecao é regulada pela hormona
libertadora de gonadotrofinas (GnRH). Nomeadamente a dihidrotestosterona (DHT),



sintetizada a partir da testosterona pela enzima 5a-redutase, nas células epiteliais. A
DHT ativa o AR, que transloca-se para o ntcleo, interagindo com os elementos de
resposta aos androgénios (do inglés AREs) presentes nas regides reguladoras de diversos
genes associados a proliferacao das células prostaticas (Ross, 2016; Dai, Heemers and
Sharifi, 2017; Gibson, Saunders and McEwan, 2018; Hunter et al., 2018; Junqueira,

2018).

O gene AR, constituido por 8 exdes, esta localizado no cromossomo X (q11-12) e codifica
uma proteina com 919 aminoacidos e um peso molecular de 110 kDa (Figura I. 4). O AR
é expresso principalmente nas células epiteliais luminais, e atua como um fator de
transcricao nuclear dependente de ligando, pertencente a superfamilia de recetores das
hormonas esteroides. O AR apresenta trés dominios funcionais principais: dominio
aminoterminal (NTD), dominio de ligacado ao DNA (DBD) e dominio C-terminal de
ligacdo ao ligando (LBD), a unido de DBD e LBD, que é realizada através da regiao de

dobradica flexivel (Dai, Heemers and Sharifi, 2017).

q11-12

- -

Gene AR I 'Se

5/

Proteina AR (comprimento total)

1 919
23FxxLF27AF-1 NLS AF-2

Figura L. 4 Locus, organiza¢ao genomica e estrutura do recetor de androgénio. (adaptado de (Dai, Heemers
and Sharifi, 2017)).

Quando AR estd nao associado ao ligando, encontra-se no citoplasma ligado a um
complexo de proteinas de choque térmico (HSP-90, HSP-70 e HSP-56), evitando assim
a degradacao do recetor. Apods interacao com a DHT, este complexo se dissocia, iniciando
uma sequéncia de eventos que leva a ativagdo, como crescimento e proliferacao (Figura

I. 5) (McCrea et al., 2016; Dai, Heemers and Sharifi, 2017).
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Figura 1. 5 Modulacdo do recetor de androgénio (AR) na célula da prostata. Desidroepiandrosterona
(DHEA); Globulina de ligacdo ao horménio sexual (SHBG); Testosterona (T); Dihidrotestosterona (DHT);
Proteina de choque térmico (HSP) (adaptado de (Dai, Heemers and Sharifi, 2017)).

2. Cancro da Prostata

2.1. Epidemiologia e Fatores de Risco

O cancro de prostata (CaP) é multifatorial e é o segundo tipo de cancro com maior
incidéncia no homem, com 1.414.259 novos casos mundialmente (Figura I. 6).
Agrupando o nimero de novos casos de forma decrescente, temos: Europa 449.761
(35,2%), Asia 297.215 (23,3%), América do Norte 234.195 (18,4%), América Latina e
Caribe 190.385 (14,9%), Africa 80.971 (6,3%) e Oceinia 23.496 (1,8%). Relativamente a
taxa de mortalidade por CaP no mundo, observa-se resultados diferentes: Asia 118.427
(33%), Europa 107.315 (29,9%), América Latina e Caribe 53.798 (15%), Africa 42.298
(11,8%), América do Norte 32.676 (9,1%) e Oceania 4.465 (1,2%) (Sung et al., 2021).



Ameérica latina e Caribe
F14 833 152

Europa

AT 344 (135
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Total ;1 414 259

Figura 1. 6 Numero estimado de novos casos de cancro da prostata no mundo por continente em 2020
(adaptado de (Sung et al., 2021)).

Em Portugal, no ano 2020 o CaP foi o mais incidente em homens com 6.759 novos casos
e 1.917 mortes (Figura I. 7). A incidéncia mostra-se maior em relacdo a mortalidade,
podendo estar atribuida aumento do diagnostico com a utiliza¢ao do teste do antigeno
especifico da préstata (PSA). E notério que o teste do PSA foi um marco para o
diagnostico do cancro da prostata no mundo, o que se reflete nos dados de incidéncia

(Taitt, 2018; Rawla, 2019; Sung et al., 2021).
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Figura 1. 7 Nimero estimado de novos casos (Azul) e mortes (Vermelho) por cancro da préstata em

Portugal no ano de 2020 (adaptado de (Sung et al., 2021).



Etiologicamente, o cancro da prostata ndo é bem compreendido, visto que é clinicamente
heterogéneo. Os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento do cancro da
prostata sdo a idade, etnia e o histérico familiar. E observada uma forte associaciio com
a idade, em que existe um aumento acentuado na taxa de incidéncia a partir dos 55 anos
de idade (Ferlay et al., 2015). Relativamente a etnia, é observada uma maior incidéncia
em individuos negros, além de uma mortalidade 2,4 vezes maior de homens negros
quando comparados com homens brancos (Perez-Cornago et al., 2017; Pernar et al.,

2018).

E também indicativo que o histérico familiar pode influenciar a ocorréncia do cancro da
prostata, em que a probabilidade de desenvolver cancro da prostata estd aumentada em
trés vezes em homens que tenham um parente de primeiro grau (pai ou irmao) com
cancro da prostata, e o risco sobe nove vezes, se ambos (pai e irmao) tiveram cancro da
prostata. Em estudos realizados com gémeos, foi observado que a heranga familiar para
o CaP advém de fatores genéticos compartilhados, estimando uma alta hereditariedade
(57%). Uma coorte identificou variacoes no genes LEPR, CRYI, RNASEL, IL4 e ARVCF,
associadas ao CaP letal em homens com histérico familiar (Karyadi et al., 2015; Mucci et

al., 2016; Perez-Cornago et al., 2017; Pernar et al., 2018).

2.2. Carcinogénese

Apesar do cancro da prostata (CaP) apresentar uma heterogeneidade fenotipica, mais de
95% dos tumores sao adenocarcinomas, sendo a maioria correspondente a
adenocarcinomas acinares com expressao do AR. Existem outros tipos mais raros, como
o adenocarcinoma ductal, carcinoma mucinoso e carcinoma de anel de sinete. A
transformacio das células prostaticas envolve um processo com vérias etapas. E descrito
como sendo iniciado na neoplasia intraepitelial prostatica (PIN), seguida pelo cancro da
prostata localizado, evoluindo para o adenocarcinoma de prostata avancado com invasao
local, e que culmina no cancro da prostata metastatico (Figura I. 8) (Shen and Abate-
Shen, 2010; Wang et al., 2018). Varios estudos indicam que o PIN de alto grau é o

precursor do adenocarcinoma da prostata.
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Figura I. 8 Via de progressao do cancro da préostata humano. (adaptado de (Shen and Abate-Shen, 2010)).

Histologicamente, a PIN é caracterizada com o surgimento de hiperplasia epitelial
luminal, em que se observa uma reduc¢ao das células basais, expansdo dos ntcleos e
nucléolos, hipercromasia citoplasmatica, e atipia nuclear (Shen and Abate-Shen, 2010;
Wang et al., 2018). Na PIN de alto grau, geralmente ocorre um aumento dos marcadores
de proliferacao celular (Shen and Abate-Shen, 2010). Através do sistema de classificacao
de Gleason foi possivel identificar os padroes histologicos e definir a agressividade do
cancro da proéstata, sendo um dos fatores de maior importancia para o prognostico e
resultados clinicos (Shen and Abate-Shen, 2010; Cimadamore et al., 2020). O CaP é
descrito com heterogéneo pelo fato de intimeras alteragcbes poderem levar ao
desenvolvimento do cancro da prostata, como mudancas genéticas (via
PI3K/AKT/mTOR, c-MYC, P53 e AR) e epigenéticas (remodelacdo da cromatina e
metilagdo do DNA) (Shtivelman, Beer and Evans, 2014).

2.2.1. Sinalizacao PTEN/PI3K/AKT/mTOR

A enzima fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3K) e seus efetores regulam funcoes cruciais nas
células (Figura I. 9), como o ciclo celular, sobrevivéncia, migragdo, angiogénese e
metabolismo. Um ponto central associado ao cancro, incluindo o da proéstata é a
desregulacdo da via PI3K, que podem conduzir a uma ativacao constitutiva desta via. A
ativacao da sinalizacdo aberrante da via PI3K é observada em 40% dos diagnosticos
precoces e em mais de 70% dos casos avancados do CaP. A PTEN (fosfatase e homologo
de tensina) apresenta um papel de regulador negativo da sinalizacao da PI3K,
diminuindo a formacao do segundo mensageiro PIP3 (fosfatidilinositol-3-fosfato), ou
seja, promove a desfosforilacdo na posicao 3’, o que conduz a inibicdo da AKT, e
consequentemente, nao ativa o mTOR (alvo mecanistico da rapamicina). Em alguns
tipos de CaP ocorrem mutacoes na enzima PTEN, promovendo o aumento do PIP3,
ativando a via PTEN/PI3K/AKT/mTOR, induzindo proliferacdo, crescimento e

sobrevivéncia celular. Esta perda da atividade reguladora da PTEN ocorre em



aproximadamente 30% dos tumores primarios da préstata e em 60% dos tumores

resistentes a castracao (Braglia et al., 2020; Hoxhaj and Manning, 2020).
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Figura I. 9 Descricdo do eixo de sinalizagdo PTEN/PI3K/AKT/mTOR. As marcacdoes com hexagonos
identificam as proteinas que sdo mais comuns de ocorrer mutacoes por ativacao ou inativagdo no cancro. a:
Mecanismo de ativagdo da AKT. b: AKT controlando o metabolismo celular, através de trés substratos (TSC2,
GSK3 e FOXO). Ativando mTORC1 que estimula o processamento de SREBP e traducdo de mRNA dos
fatores de transcricio de MYC, ATF4 e HIF1A. Abreviaturas: PI3K, fosfatidil-inositol 3-cinase; GSK3,
glicogénio cinase sintase 3; AKT, homologo do oncogene viral de timoma de murideo v-akt; PTEN, fosfatase
e homologo de tensina; mTORC]1, alvo mecanistico do complexo 1 de rapamicina; mTORC2, alvo mecanistico

do complexo 2 de rapamicina (adaptado de (Hoxhaj and Manning, 2020)).

A AKT pertence a subfamilia das proteinas cinase serina/treonina, e é considerada um
alvo promissor na terapia do CaP, visto ser a principal efectora da PI3K e por ser ativada
por multiplas cinases, como por exemplo a PDK1 e mTORC2 (Figura II. 4). O PIP3 induz
uma alteracdo conformacional da AKT, permitindo a fosforilagao pela PDK1 e mTORCz2,
aumentando desta forma a atividade da AKT. A AKT ativa, fosforila (inibindo ou
ativando) uma diversa gama de substratos como FOXO, GSK3 (glicogénio cinase sintase
3) e TSC2, levando ao crescimento celular, proliferaciao, sobrevivéncia e alteragoes

metabdlicas (Figura I. 9) (Braglia et al., 2020; Hoxhaj and Manning, 2020).

A GSK3 é uma proteina cinase serina/treonina, apresentando duas isoformas GSK3a e
GSK3[, que quando ativas fosforilam diversos substratos, incluindo membros da familia
pro-sobrevivéncia (BCL-2, MCL-1 e c-Myc), levando ao reconhecimento por ligases de

ubiquitina E3, direcionando-os para a degradacao nos proteassomas. Com ativacao da



AKT, a GSK3 sofre uma fosforilacao inibitéria, promovendo uma estabilizacdo dos seus
substratos. Deste modo, a AKT atua como um regulador positivo da proliferacao,

sobrevivéncia e metabolismo celular (Braglia et al., 2020; Evangelisti et al., 2020).

Outra via mediada pela GSK3 ¢ através da via de sinalizagdo Wnt/-catenina. A isoforma
GSK3p € crucial na degradacao da B-catenina através dos proteassomas. Entretanto, a
inibicilo da GSK3p permite a estabilizacio da [-catenina, e consequentemente
deslocacao para o nicleo, interagindo com fatores de transcricdo Tcf e Lef, os quais
ativam a transcrico de genes envolvidos com a proliferacio e invasdo. E importante
destacar que a fosforilacdo por AKT inibe GSK3, mas esta inativacao pode nao afetar os
niveis de [-catenina e nem sempre inibe completamente a GSK3 (Braglia et al., 2020;

Evangelisti et al., 2020; Shorning et al., 2020).

A via PTEN/PI3K/AKT/mTOR possui interacdes com outras vias, como as vias da
RAS/MAPK e AR (Shorning et al., 2020). A via PI3K classe IA apresenta-se em oposicao
as vias AR, RAS/MAPK e Wnt (Figura I. 10) (Shorning et al., 2020).

O c-Myc é um fator de transcricao, que regula a transcricdo de genes associados a
proliferacao, diferenciacao, apoptose e motilidade. O c-Myc é sobreexpresso em diversos
tipos de cancro, e esta sobreexpressao pode resultar de mutacoes somaticas que inativam
a PTEN (Dong et al., 2019). Outro mecanismo descrito para a sobreexpressao do c-Myc,
é devido a fosforilacdo da Ser62 pela acao ERK, aumentando a estabilidade e tempo de
meia-vida do c-Myc (Sears et al., 2000; Tsai, Chao and Lin, 2016). O aumento da
expressdo do c-Myc é observado em 37% dos pacientes com cancro da prostata
metastatico e esti associado a uma baixa taxa de sobrevida (Labbé and Brown, 2018).
Deste modo, a via de sinalizacao PTEN/PI3K/AKT/mTOR, assim como outras cascatas
de sinalizacdo oncogénica, podem cooperar, no sentido de promover a iniciacao e

progressao do cancro da prostata (Shorning et al., 2020).
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Figura I. 10 Descricfo da interaco do eixo de sinalizagdo PTEN/PI3K/AKT/mTOR com as vias AR, MAPK
e Wnt. No modelo de sinalizagdo PTEN/PI3K/AKT/ mTOR via PI3K classe IA e a diafonia com as cascatas
de sinalizacdo de AR, RAS/MAPK E Wnt (adaptado de (Shorning et al., 2020)).

2.3. Diagnostico

Tradicionalmente, o rastreamento do cancro da prostata, tem sido através da
determinacao dos niveis séricos do PSA e/ou Exame retal digital (DRE). O DRE, em que
o médico examina a proéstata pelo toque manual para identificacio de anomalias de
volume e dureza, apresenta limitacoes. A principal limitacao deste exame deve-se ao fato
de alguns tumores pequenos e localizados na parte anterior ou mediana nao serem
detetados na apalpacao. Entao, o valor preditivo positivo, a sensibilidade e especificidade
sao baixos. A elevacdo do PSA na corrente sanguinea, ocorre devido ao rompimento do
tecido nos ductos prostaticos com libertacdo do PSA. O aumento do PSA no sangue ndo
¢ especifico do CaP, podendo ter origem noutras causas, como por exemplo na BPH,
prostatite, retencao urinaria ou instrumentacao (bi6psia da prostata). Portanto, um valor
elevado de PSA pode ser de dificil interpretacdo, devido a uma baixa especificidade

(Dunn, 2017; Reda et al., 2018).
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Se o PSA e/ou DRE apresentar um resultado suspeito, o paciente é submetido a uma
biopsia (por agulha) guiada por ultrassom transretal (do inglés TRUS), onde se obtém
uma pequena amostra do tecido prostatico para avaliacdo histologica, podendo
confirmar, ou nao, a presenca de cancro. Na avaliacao da amostra, o patologista utiliza o
sistema de classificacdo de Gleason (Figura I. 11), onde é avaliado os 2 padroes de tumor
mais predominante na amostra, sendo cada padrao determinado numa escala de 1 a 5,
onde 5 representa um tumor mais agressivo e menos diferenciado. Com este sistema é

possivel agrupar e classificar I a V (Chen and Zhou, 2016; Dunn, 2017; Reda et al., 2018).

Padrdes de Gleason 1-3 | Pontuacso de Gleason| Grau do grupo |

Distintas, discretas, | Menor ou igual a6
glandulas individuas

Pontuacdo de Gleason| Grau do grupo Il
3eda?

Padro de Gleason 4 | Pontuaclo de Gleason| Grau do grupo il
Fundida, cribiformes, ou 4437
glandulas mal formadas,
ou glomerulares

Pontuagso de Gieason | Grau do grupo IV
444s8
34548
5+3=8

Padr3o de Gleason 5 | Pontuagso de Gleason| Grau do grupo V

Comadonecrose, corddes, 43=9
sheets, nests sofidos e Sede®
cétulas individuais 845410

Figura I. 11 Descricio dos padrdes tipicos encontrados no novo sistema de graduacdo de Gleason.
Fotomicrografia da prostata humana corados com hematoxilina e eosina com aumento 100x e 200x
(adaptado de (Chen and Zhou, 2016)).

A utilizacdo da ressonancia magnética multiparamétrica (MRI) no diagnostico do cancro
da prostata, veio como uma nova alternativa na avaliacao inicial de um nivel elevado de
PSA, evitando assim a bidpsia guiada por ultrassom transretal (TRUS) com resultado
negativo e melhorando a precisao da TRUS pela utilizagao prévia da MRI. Um estudo
prospetivo e multicéntrico realizou uma comparagao da precisao diagnostica com MRI e
TRUS na detecdo de pontuagoes de Gleason > 7, obtendo uma sensibilidade 87% e valor
preditivo negativo de 72% para MRI, e TRUS alcancou uma sensibilidade 60% e valor
preditivo negativo de 65%. Este estudo também observou que 27% dos homens evitam
uma bidpsia desnecessaria com a utilizacao prévia de MRI e ainda aumentaram a detecao

de CaP em 18% (Ong et al., 2020).
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No sentido de melhorar o diagnoéstico do CaP, atualmente estao em estudados novos
biomarcadores para uma dete¢do precoce, avaliacdo do estadiamento, e resposta a
terapéutica. Visto as limitacGes e inconsisténcias encontradas no teste de PSA como
marcador de diagndstico e prognostico do cancro da prostata, atualmente nos EUA estao
a ser utilizados 3 biomarcadores (PSA, PHI e PCA3) na pratica clinica. Para além disso,
existem outros biomarcadores em desenvolvimento (4K SCORE (PSA total, fPSA, PSA
intacto e hK2), ExoDX Prostate (RNA exossomico (PCA3 e ERG)), MiPS (PCA3 e
TMPRSS2-ERG), SelectMDX (HOXC6 e DLX1), ConfirmMDX (Hipermetilacao do ADN
(GSTP1, APC e RASSF1)), Prolaris (31 genes pela expressao do mRNA (progressao do
ciclo celular)), Oncotype DX (17 genes pela expressao do mRNA), Decipher (22 genes
pela expressao do mRNA) e Promark (Avaliacao de 8 proteinas)) (Ferro et al., 2016;

Chistiakov et al., 2018; Kohaar, Petrovics and Srivastava, 2019).

O PHI (Indice de satide da prostata) realiza a medicio das trés formas de PSA (PSA total,
PSA livre e pr6-PSA) em amostras de soro. Através da analise de PHI é possivel a
diferenciacdo de casos de BPH e cancro da prostata. Varios estudos multicéntricos
internacionais observaram que o PHI apresenta melhores resultados no diagnoéstico de
CaP geral ou de alto grau, em relacao ao PSA total e livre (Ferro et al., 2016; Chistiakov

et al., 2018; Kohaar, Petrovics and Srivastava, 2019).

O antigeno 3 do cancro da prostata (PCA3) é um RNA nao codificante especificamente
expresso na prostata, que é sobreexpresso no CaP. A sua descoberta foi baseada na
regulacao da sobrevivéncia celular mediada pelo AR, cofatores de AR e pela expressao de
genes pro-carcinogénicos envolvidos na transicao epitelial-mesenquimal. Clinicamente,
o PCA3 é um promissor marcador, visto que a sua expressio é identificada
especificamente no CaP e nao é observada noutras patologias prostaticas, como HPB,
proliferacgao atipica de pequenos acinares, prostatite e PIN (Ferro et al., 2016; Chistiakov

et al., 2018; Kohaar, Petrovics and Srivastava, 2019).

Os novos potenciais biomarcadores sao ferramentas de suma importancia no diagnostico
(Tabela I. 1), estadiamento e terapéutica, evitando métodos mais invasivos como TRUS
na triagem primaria, e ainda melhorar a estratificacao de risco e a sele¢ao de possiveis
candidatos terapéuticos (Ferro et al., 2016; Chistiakov et al., 2018; Kohaar, Petrovics and

Srivastava, 2019).
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Tabela 1. 1 Genes expressos no cancro da prostata

Gene Alteracao Acio celular Referéncia
~ e Regulador da transcricao de TGFf3 (Ferro et al.
DLX1 | Regulagdo positiva (progressao do cancro da prostata) 2016)
Aumenta a viabilidade e proliferagéo (Yamamoto et

STEAP; | Regulagdo positiva Comunicacao intercelular al., 2013; Gomes

etal., 2018)
MYC | Regulacio positiva Oncogene (Labbé and
Brown, 2018)
Regulacdo positiva Oncogene (Ferro et al.,
ERG gulacao p 2 2016)
Codifica proteina semelhante a RAS (Ferro et al.,

RASSF1 [Mutagao ou Delegao

(progressao do cancro da prostata) 2016)

2.4. Tratamento

Atualmente existem diversas opg¢oes para o tratamento do CaP, em que a escolha é
dependente da categoria de risco em que se enquadra a doenga. Por exemplo, temos a
terapia de privagao de androgénios (ADT) e inibidores do AR, terapia de radiacao (RT),
prostatectomia radical, terapias ablativas, quimioterapia e imunoterapia. Os pacientes
com CaP classificado de baixo risco ou intermediario, elegem frequentemente como
opcao a vigilancia ativa o que evita a morbidade causada por tratamentos desnecessarios.
Como critérios para a opcao de vigilancia ativa estdo os niveis baixos ou estaveis de PSA,
nenhum padrao de Gleason 4 ou 5 e reduzido volume do tumor. Os pacientes podem
ainda escolher outras terapias, como a terapia ablativa minimamente invasiva,
radioterapia ou prostatectomia. A selecdo da terapia é baseada no cenério clinico, onde
pode ser utilizada uma terapia isolada ou em combinacao (Glass et al., 2012; Evans,
2018). Em homens com cancro localmente ou metastatico de alto risco, sao
frequentemente tratados com radioterapia em associacao a terapia hormonal ou somente
radioterapia. Os pacientes com doenca recorrente ou metastatica, sendo resistente ou

nao a castracao, podem receber a quimioterapia e a terapia hormonal (Evans, 2018).

Na area da terapéutica, direcionou-se a busca do prolongamento da vida com o arsenal
farmacologico disponivel (docetaxel, abiraterona, enzalutamida (ENZA) e apalutamida)
(de Wit et al., 2019). O ensaio clinico randomizado STAMPEDE, demonstrou a eficiéncia
na associacao entre o antiandrogénio e antineoplasico no tratamento do cancro da
prostata metastatico, pois os pacientes tratados inicialmente com antiandrogénio e
posteriormente com o quimioterapico docetaxel, apresentaram uma melhor sobrevida (3

meses) em relacao aos tratados unicamente com mitoxantrona (Berthold et al., 2004;
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James et al., 2016). Outro resultado de relevancia foi a associagdo da abiraterona e a

hormonoterapia no tratamento do CaP metastatico (Fizazi et al., 2017).

Com a evolucdo das pesquisas surgiram novas opg¢oes de tratamento farmacolégicos,
quer pela utilizacdo de farmacos quimioterapicos quer por antiandrogénicos
(hormonoterapia). Na quimioterapia, os principais farmacos utilizados para o
tratamento de alguns tipos de CaP, sao o docetaxel e cabazitaxel (CBZ). No tratamento
do cancro de prostata metastatico resistente a castracdo (mCRPC), o docetaxel é o
quimioterapico de primeira escolha, mas em casos que nao respondam a este farmaco,
utiliza-se como segunda linha de quimioterapia o cabazitaxel por apresentar uma menor
resisténcia (Tsao et al., 2014; Teo, Rathkopf and Kantoff, 2019). Ainda na terapia do
mCRPC, pode ser utilizado um antiandrogénio, sendo de primeira escolha a
enzalutamida, que veio substituir a utilizacao da bicalutamida, por desencadear elevada

resisténcia a terapia (Scher et al., 2012; Teo, Rathkopf and Kantoff, 2019).

2.4.1. Cabazitaxel

O cabazitaxel é um taxano semissintético, que foi projetado com o intuito de superar a
resisténcia gerada pela glicoproteina-P aos taxanos anteriores, como o docetaxel. Outra
vantagem deste taxano é a melhor solubilidade em solu¢oes aquosas. O mecanismo de
acao apresenta 3 pontos importantes para a sua eficicia terapéutica (Figura 1. 12): i)
menor afinidade a glicoproteina-P, possibilitando a acumulagcdo do cabazitaxel no
interior da célula; ii) o fArmaco liga-se a tubulina dos microtabulos, promovendo a
estabilizacdo e inibindo a sua desmontagem, ou seja, impedindo a divisdo celular; iii) a
ligacdo aos microtubulos e a proteina motora dineina, inibindo a translocacdo nuclear do

AR (Tsao et al., 2014; Patel and Hoffman-Censits, 2017; Komura et al., 2018).

Estudos observaram a efetividade na terapia com cabazitaxel em pacientes que
apresentaram progressdo da doenca em resposta ao tratamento farmacologico com
docetaxel, abiraterona e enzalutamida (De Bono et al., 2010; R. J. Van Soest et al., 2015;

Robert J. Van Soest et al., 2015).

Existem varias opcoes farmacologicas no tratamento do mCRPC, mas existem duvidas
sobre a melhor sequéncia farmacologica para o tratamento, visto que alguns protocolos
se iniciam com antineoplasicos e outros com antiandrogénicos. Uma visao generalista
centrada no paciente, diz que o curso do tratamento seja baseado nas caracteristicas

individuais do paciente e no comportamento do tumor. Entao é frequentemente utilizado
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como terapia de segunda linha em pacientes sintomaéaticos e com altas chances de
progressao, apés uso do docetaxel. Ainda em outra circunstancia, pode ser utilizado
como terceira linha, em seguida a segunda linha com abiraterona ou enzalutamida,

sempre observando a tolerabilidade clinica do paciente (Al-Mansouri and Gurney, 2019).

A fim de melhorar a terapéutica com o cabazitaxel no tratamento do mCRPC, tem sido
associada a terapia génica ou silenciamento de genes sobreexpressos no cancro da
prostata e associados a mau prognostico, como em um estudo que avaliou a utilizacao de
um vetor (AdRGD-PGp53) que expressa a p53 autorregulada em associacio a terapia
com cabazitaxel, observando reducio na progressao do tumor e aumento na sobrevida
(Tamura et al., 2020). Outro estudo avaliou o silenciamento do gene/proteina
(LEDGF/p75) com a terapia com o cabazitaxel em células quimioresistente aos taxanos,

obtendo uma melhor sensibilidade ao cabazitaxel (Rios-Colén et al., 2017).

gp-1 (bomba de efluxo de
Célula do drogas)
cancro da
prostata

Microtubulos

Citoplasma Cabazitaxel | B. 38

o
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Dineina

Nucleo

Figura 1. 12 Descri¢cao do mecanismo de agdo do cabazitaxel. (A) Menor afinidade a glicoproteina-P. (B)

Estabilizagdo dos microttabulos. (C) Ligac¢ao a proteina motora (dineina) (adaptado de (Tsao et al., 2014)).
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2.4.2. Enzalutamida

Devido ao grande impacto da via de sinalizacdo do AR na progressao do CaP, os
antagonistas do AR (enzalutamida, apalutamida e darolutamida) apresentam um papel
fundamental no bloqueio do efeito da DHT, diminuindo desta forma a progressao do
tumor. A enzalutamida é classificada com antagonista do AR de segunda geracao,
projetada através do estudo de relacao estrutura-atividade, com otimizagao do tempo de
meia-vida, biodisponibilidade, e ainda sendo um potente inibidor (Jung et al., 2010;
Schalken and Fitzpatrick, 2016). O mecanismo de acdo da enzalutamida pode ser
dividido em trés etapas distintas (Figura 1. 13): i) bloqueio da ligacdo do androgénio ao
AR; ii) inibicao da translocacao nuclear do AR; e iii) inibicao da ligacdo de AR ao DNA

(Saad, 2013; Komura et al., 2018).
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Figura I. 13 Descri¢cdo do mecanismo de acao da enzalutamida. (1) Bloqueio da ligacdo do androgénio ao

AR; (2) inibindo a translocacdo nuclear de AR; (3) inibe a ligacao de AR ao DNA (adaptado de (Saad, 2013)).

As primeiras evidéncias do desempenho farmacologico na terapia do CaP, foi no primeiro
ensaio clinico de fase 1 e 2 em homens com CRPC progressivo, independente da
quimioterapia anterior. Contudo, era preciso estar dentro de alguns critérios, como PSA
sérico crescente na presenca de terapia de castracdo. Este ensaio observou uma reducéo
do PSA sérico de 50% em aproximadamente 56% dos pacientes com resposta em tecidos

moles e metastases 6sseas com estabilizacao (Scher et al., 2010).

Ao comparar o desempenho da enzalutamida com a bicalutamida, foi observado no
STRIVE Trial uma reducao significativa do risco de progressao e morte em pacientes com
CRPC ou mCRPC, quando tratados com enzalutamida, por superar as limitacoes da
bicalutamida, como maior afinidade (10 vezes) ao AR e com a resisténcia encontrada na

terapia com bicalutamida, devido a sobreexpressao do AR e a atividade como agonista
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parcial (Penson et al., 2016). Ensaios clinicos de fase 3, observaram que o tratamento
com enzalutamida, antes ou apoés a terapia com docetaxel, resultou num aumento da
sobrevida global (Scher et al., 2012; Shtivelman, Beer and Evans, 2014). Um ponto em
comum descrito em alguns estudos sobre o CaP, é o aumento da sobrevida global, obtido
através do tratamento com enzalutamida (Beer et al., 2017; de Wit et al., 2019; Sternberg

et al., 2020).

Com intuito de melhorar a acao da enzalutamida no tratamento do CRPC, alguns estudos
tém explorado a sua acdo combinada com o silenciamento de genes sobreexpressos no
cancro da prostata associados a mau prognostico. Num estudo realizado com células
LNCaP resistentes a enzalutamida, foi observado que a combinacao do silenciamento do
gene do fator 1-alfa induzivel de hipoxia (HIF-1a) com a enzalutamida, aumentava
sinergicamente a atividade da enzalutamida, e deste modo, reduzia a proliferacao celular

(Fernandez et al., 2015).

2.5. Six transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate 1

A “Six Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate” 1 (STEAP1), pertence a familia
STEAP, onde foram identificados posteriormente outros membros (STEAP2, STEAP3 e
STEAP4). O gene STEAP1 esta localizado no cromossomo 7q21.13, originando dois
transcritos (1,4 kb e 4,0 kb), onde apenas o transcrito 1,4 kb origina uma proteina com
339 aminoacidos, apresentando dois dominios terminais (—COOH e —NH2) na regiao
citoplasmatica, trés dominios extracelulares e um sitio de ligacao intramembrana com o
heme (Figura I. 14). A STEAP1 foi identificada pela primeira vez como um antigénio de

superficie celular em cancro da prostata metastatico avancado (Hubert et al., 1999).

E uma proteina transmembranar, expressa nas células epiteliais, e que esta localizada
predominantemente nas juncoes célula-célula. Em tecidos normais, a expressao da
STEAP1 é quase limitada a prostata, apesar de ser expressa em baixos niveis noutros
orgaos, como por exemplo na bexiga, figado, rim, pancreas e musculo esquelético
(Hubert et al., 1999; Grunewald, Ranft, et al., 2012; Moreaux et al., 2012; Nakamura et
al., 2019). Relativamente a expressao da STEAP1 no cancro, € sobreexpressa nao apenas
no cancro da prostata, mas também noutros tipos de cancro, incluindo a mama, pulmao,
bexiga, cbélon, ovario e tumores de Ewing (Hubert et al., 1999; Maia et al., 2008;
Grunewald, Ranft, et al., 2012; Moreaux et al., 2012; Gomes et al., 2014, 2018; Nakamura

et al., 2019).
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Figura 1. 14 Estrutura prevista da STEAP1 e algumas das suas funcgoes (adaptado de (Gomes, Maia and

Santos, 2012)).

Considerando a sua estrutura e localizacdo na membrana plasmaética, foi proposto que
pode atuar como um transportador e/ou canal i6nico (Figura I. 14) de Na+*, K+ e Caz2*,
também de pequenas moléculas e ainda por estar envolvido na comunicacao intercelular
(Smith et al., 1998; Challita-Eid et al., 2007). Foi observado que a maior expressao da
STEAP1 estd associada a um aumento no crescimento tumoral in vitro quando

comparado células silenciadas para o gene STEAP1 (Gomes et al., 2018).

2.5.1. Funcoes e regulacao da expressao da STEAP1

Algumas linhas de pesquisas envolvem a regulagiao da expressao da STEAP1, através da
utilizagao de acido zoledrénico e 17B3-estradiol, inibindo respetivamente a expressao do
mRNA de STEAP1 em células do CaP e mama (Maia et al., 2008; Valenti et al., 2010).
Outro mecanismo envolvendo a STEAP1 é a resposta ao estresse oxidativo e o aumento
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), regulando genes sensiveis a redox e
ativando o perfil pro-invasivo no cancro de Ewing, direcionando para uma funcao
oncogénica (Grunewald, Diebold, et al., 2012). Esses dados reforcam a STEAP1 como
alvo terapéutico no CaP, incentivando o desenvolvimento de terapias associadas ao

silenciamento da STEAP1 (Barroca-Ferreira et al., 2017).
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2.5.2. O papel da STEAP1 como biomarcador

Atualmente é mais estudado o envolvimento da STEAP1 como possivel biomarcador de
progndstico em alguns tipos de cancros. Estudos cientificos associam a regulacao
positiva da STEAP1 a um mau prognoéstico, como no carcinoma do endométrio, em PIN,
cancro da mama e adenocarcinoma do pulmao (Gomes et al., 2014; Sun et al., 2019; Xie
et al., 2019; Rebai et al., 2020). Outros estudos procuraram identificar a influéncia do
silenciamento da STEAP1, observando em LNCaP e no tumor de Ewing uma inibicao da
proliferacao, expansao clonal e invasao (Grunewald, Ranft, et al., 2012; Gomes et al.,
2018). Assim, esses dados demonstram que a sobreexpressao da STEAP1 esta associada

a um perfil mais agressivo, sugerindo uma potencial utilidade como biomarcador.
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11. Objetivos

A STEAP1 é descrita como um potencial biomarcador e/ou alvo terapéutico, visto ser
sobreexpressa em diversos tipos de cancros, apresentar uma expressao reduzida ou
mesmo inexistente em células normais, e ser uma proteina transmembranar com acdes
oncogénicas. Na pratica clinica, alguns protocolos utilizam amplamente os farmacos
cabazitaxel e enzalutamida como tratamento farmacologico do cancro da prostata, em
que um dos obstaculos a terapéutica é a resisténcia desenvolvida por parte dos pacientes
com cancro da prostata. Por isso, é importante estudar terapias combinadas para
melhorar a eficicia e/ou diminuir a resisténcia desenvolvida pelos pacientes aos
farmacos. Para além disso, esta abordagem pode também identificar biomarcadores que

indiquem se os pacientes vao beneficiar ou ndo da terapéutica.

O presente estudo tem como principal objetivo avaliar se as células tumorais se tornam
mais sensiveis ao tratamento com cabazitaxel ou enzalutamida, quando silenciadas para
o gene STEAP1, assim como avaliar se a sobreexpressao da STEAP1 pode ser utilizada
como um biomarcador preditivo em resposta ao tratamento. Para alcancar estas metas,

os seguintes sub-objetivos foram delineados:

1. Determinacdo da curva dose-resposta para o cabazitaxel e enzalutamida em células
LNCaP;

2. Efeito do cabazitaxel e enzalutamida na expressao da STEAP1 em células LNCaP;

3. Avaliar a viabilidade celular/proliferacéo, apoptose e adeséo celular de células LNCaP
em resposta ao tratamento com o cabazitaxel ou enzalutamida, com ou sem

silenciamento do gene STEAP1.
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I1I. Materiais e métodos

1. Cultura Celular

A linha celular de cancro da proéstata (LNCaP) foi obtida de adenocarcinoma da prostata
ou metastase cerebral, sendo sensivel a androgénios. Foi adquirida a European
Collection of Cell Cultures (ECACC, Salisbury, UK) e mantida em meio RPMI-1640 com
phenol-red (Sigma Aldrich, USA) suplementado com soro fetal bovino (FBS) a 10%
(Biochrom AG, Germany) e penicilina/estreptomicina a 1% (Gibco, Life technologies,

USA), numa incubadora humidificada a 37 °C e atmosfera com 5% de CO..

2. Desenho Experimental e Tratamento

2.1. Ensaio de Sensibilidade a Farmacos

A metade da concentracdo efetiva maxima (EC50) foi determinada pelo ensaio MTT
(Sigma Aldrich). Aproximadamente 2,5x104 células, foram semeadas numa placa de 96
pocos. ApoOs 24 horas de cultura, as células LNCaP a uma confluéncia de 50%, foram
tratadas com diferentes concentracées (1; 5; 10; 25; 50; 100; 1000 nM) de cabazitaxel
(Sigma Aldrich) e enzalutamida (Sigma Aldrich) durante 24h. Depois deste tempo, foi

realizado o ensaio de MTT.

O ensaio de MTT avalia a viabilidade celular, onde é medida a capacidade enziméatica
(enzima mitocondrial succinato desidrogenase) das células metabolicamente ativas em
converter uma substancia soltivel em agua de cor amarela (sal tetrazolio), em uma
substancia insoltvel em agua de cor violeta (cristais de formazan) que se acumulam no
citoplasma das células, sendo posteriormente solivel em DMSO, gerando uma solucao
de coloracao violeta, onde a intensidade da cor é diretamente proporcional a quantidade

de células viaveis (Wang et al., 2010).

Resumidamente, ap6s os tratamentos, 100 uL da solucao de MTT (0.5 mg/ul) foram
adicionados as células, incubando a placa a 37°C com 5% CO. durante 1h. Em seguida foi
removida a solucao de MTT e adicionado 100 uL. de DMSO para solubilizacao dos cristais
de formazan. A leitura da placa foi feita num espectrofotometro de microplaca (BIO-RAD

xMark) a um comprimento de onda de 570 nm.
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2.2. Silenciamento do Gene STEAP1 e Tratamento com
Cabazitaxel (CBZ) e Enzalutamida (ENZA)

As células LNCaP foram cultivadas em frascos pequenos (25cm2) a uma densidade
celular de 0,8x10° células/frasco. Apos atingirem uma confluéncia de 50%, foram
definidas as seguintes condicoes experimentais: i) scramble siRNA; ii) STEAP1 siRNA;
iii) scramble siRNA + CBZ; iv) scramble siRNA + ENZA; v) STEAP1 siRNA + CBZ; vi)
STEAP1 siRNA + ENZA. Para o controlo do silenciamento, usou-se 20 nM de uma
sequéncia de RNA de interferéncia aleatéria (scramble siRNA, LTAB 4390846, Ambion).
Para o silenciamento do STEAP1 usou-se 20 nM de uma pool de siRNAs especificos (Ref.
$4392421, Ambion). A transfeccao foi feita com lipofectamina 3000 (Invitrogen, USA)
em Opti-MEM (Invitrogen, USA), conforme recomendado pelo fabricante. Apos 24h da
transfeccao, as células foram tratadas com cabazitaxel e enzalutamida durante 24h. No

final do ensaio, as células foram recolhidas para as extracoes do RNA e proteina total.

3. Extracao de RNA Total e qPCR

A extracao do RNA total das células foi realizada com a utilizacao do reagente TRI (Grisp,
Portugal), conforme as orientac¢des do fabricante. O pellet de RNA foi solubilizado em 20
pL de agua tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC) e armazenado a -80°C. A
quantificacdo e pureza do RNA total foi efetuada num nano-espectrofotometro
(Pharmacia Biotech, Ultrospec 3000, Denmark) através da determinacao da absorvancia
a 260 e 280 nm. Posteriormente, foi avaliada a integridade do RNA total por eletroforese

em gel de agarose.

A reagdo de transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real (RT-qPCR) foi utilizada para determinar os niveis de expressao do mRNA
do STEAP1 e p21 usando o kit Power SYBR Green RNA-to-CT, 1-Step (Applied
Biosystems, USA) no sistema CFX connect real-time (Bio-Rad, Hercules, EUA). Para a
reacao foi adicionado 0,2 uL. de RNA em 10 pL de reacao total com 300 nM dos primers
especificos para STEAP1 (sense: 5 GGC GAT CCT ACA GAT ACA AGT TGC 3’ e anti-
sense: 5 CCA ATC CCA CAA TTC CCA GAG AC 3’), p21 (sense: 5° GTT CCT TGC CAC
TTC TTA C 3’ e anti-sense: 5° ACT GCT TCA CTG TCA TCC 3’) e para o housekeeping
beta-2-microglobulin (f2M, sense: 5" ATG AGT ATG CCT GCC GTG TG 3’ e anti-sense:
5" CAAACCTCCATGATG CTG CTTAC 3’). Areacao iniciou-se com a transcri¢ao reversa

a 50°C durante 30 min. Depois a reacao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo
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real com uma desnaturagao a 95°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos com as seguintes
condigoes: desnaturacao a 95°C por 30 s, temperatura de annealing a 60°C por 30 s e
polimerizagao a 72°C por 20 s. A especificidade dos fragmentos de PCR amplificados
foram analisados através das curvas de melting. Para normalizar a expressao do gene
STEAP1 e p21, utilizou-se a expressao do gene housekeeping f2M. As diferencas de

expressao foram calculadas seguindo o modelo matematico proposto por Pfaffl ratio =

(Emrget)ACPmrget(control—sample)

" (Pfaffl, 2001).
(Eref)

Pref(control—sample)

4. Extracao de Proteina Total e Western Blot

Para a extracdo da proteina total das células LNCaP, utilizou-se o ensaio de
radioimunoprecipitacao (RIPA), constituido por 150 mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 0.5%
desoxilato de sodio, 0.1% dedocil sulfato de s6dio (SDS) e 50 mM Tris, suplementado
com 10% de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 1% de uma mistura de inibidores de
proteases. O extrato de proteina total foi obtido apds centrifugacido do lisado celular
durante 20 min a 14.000 rpm a 4°C. Para quantificar a proteina total, foi utilizado o
reagente de ensaio de proteina (Pierce) (Thermo Scientific, USA). A fim de determinar
os niveis de expressao da STEAP1, e outras proteinas, usou-se aproximadamente 20 pg
de proteina total. As proteinas foram separadas de acordo com seu peso molecular em
gel de poliacrilamida TGX Stain-Free a 10% (Bio-Rad, USA) e em seguida foram
eletrotransferidas para uma membrana de PVDF (Bio-Rad, USA), sendo feito de seguida
o bloqueio com solucao de leite a 5% para posterior incubacao (overnight a 4°C) com os
seguintes anticorpos: rabbit anti-STEAP1 (1:1000, ref. D8B2V, Cell Signaling
Techonology), rabbit anti-p53 (1:1000, ref. sc-6243, Santa Cruz Biotechnology), mouse
anti-E-caderina (1:1000, ref. sc-8426, Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-p-c-Myc
(1:1000, ref. #13748, Cell Signaling Techonology), rabbit anti-Bcl-2 (1:1000, ref. #2876,
Cell Signaling Techonology) e rabbit anti-Bax (1:1000, ref. #2772, Cell Signaling
Techonology). Com a conjugacao subsequente aos anticorpos secundarios anti-mouse
(1:1000, ref. sc-2005, Santa Cruz Biotechnology) ou anti-rabbit (1:1000, ref. sc-2004,
Santa Cruz Biotechnology). A imunorreatividade foi visualizada usando o ChemiDoc™
MP Imaging System (Bio-Rad), ap6s a reacao com o substrato ECL (Bio-Rad, USA). A
quantificacdo dos niveis de expressao das proteinas, foi determinada através da analise
da densitometria utilizando o software Image Lab 5.1 (Bio-Rad). A normalizacdo foi

realizada com gel de poliacrilamida TGX Stain-Free a 10% (Bio-Rad, USA).
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5. Ensaio de Atividade de Caspase-3

A analise da atividade da enzima caspase-3 foi determinada pela clivagem do substrato
marcado pela detecio do cromdforo  p-nitroanilina  (pNA), medida
espectrofotometricamente a 405 nm. Para a reacao, aplicou-se 20 ug de extrato de
proteina total, incubadas com um tampao de reacdo (20 mM HEPES, pH 7.4, 0.1%
CHAPS, 10% 2 mM EDTA, suplementado com 10 mM de DTT) e 2 mM de substrato da
caspase-3 (Ac-DEVD-pNA) durante 2h a 37 °C. A quantificacdo de pNA gerado foi

calculado por extrapolacao com uma curva padrao com quantidades conhecidas de pNA.

6. Analise Estatistica

Os dados experimentais sdo apresentados através da média + erro padrao da média
(S.E.M). Na analise da significancia estatistica das diferencas entre os grupos
experimentais, aplicou-se o unpaired t-test ou one-way ANOVA, seguidamente do
Sidak's multiple comparisons test. A analise foi realizada utilizando o GraphPad Prism
v8.00 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). p < 0.05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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Iv. Resultados e Discussao

1. Determinacao do EC50 do Cabazitaxel e Enzalutamida

Com intuito de determinar a EC50 para o cabazitaxel e enzalutamida, foi determinada a
viabilidade de células LNCaP expostas a diferentes concentracoes (1; 5; 10; 25; 50; 100;
1000 nM) de farmaco, durante 24 h. Este ensaio foi realizado em hexaplicado para cada
concentracdo, sendo replicado em quatro experiéncias independentes. Os resultados
obtidos pelo modelo de regressao linear, estao descritos na figura IV. 1. A determinacao
da EC50 para o cabazitaxel (CBZ) e a enzalutamida (ENZA) nao foi obtida com sucesso,
devido a uma elevada variabilidade de valores em resposta as concentracoes utilizadas.
Ao comparar os dois farmacos, podemos constatar que as células tratadas com
enzalutamida apresentaram maiores desvios na viabilidade celular quando comparadas

com as tratadas com cabazitaxel.
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Figura IV. 1 Determinacao de EC50 para cabazitaxel (CBZ, n = 4, A) e enzalutamida (ENZA, n = 4, B). as
24h (A, B).

Um estudo recente mostrou que a acao citotoxica do cabazitaxel em células LNCaP pode
ser atrasada pelo efeito dos androgénios, e observaram um aumento da citotoxicidade
com a utilizacao prévia de terapia de privacao de androgénio, como antiandrogénicos
(Begemann et al., 2020). Este estudo podera justificar a variacao na viabilidade celular
com o cabazitaxel, uma vez que o soro usado apresenta niveis de androgénios.
Relativamente a enzalutamida, ndo encontramos resultados cientificos que justifiquem

a variabilidade na viabilidade das células LNCaP.
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Para dar continuidade ao trabalho e atingir os objetivos deste estudo, foi realizada uma
revisdo bibliografica no sentido de selecionar uma concentracdo de cabazitaxel e
enzalutamida que ja tivesse sido usada em células LNCaP. Assim, foi selecionada a
concentracdo 1 nM para o cabazitaxel (Rottach et al., 2019) e 10 uM para a enzalutamida

(Rottach et al., 2019; Kandil et al., 2021).

2, Efeito da terapia com Cabazitaxel ou Enzalutamida,

associada ao silenciamento da STEAP1

A influéncia da STEAP1 no tratamento do cancro da prostata com os farmacos
cabazitaxel e enzalutamida foi avaliada recorrendo ao silenciamento do gene,
determinando os seus efeitos na viabilidade/proliferacao celular, apoptose e adesao

celular.

2.1. Analise da expressao da STEAP1

Para avaliarmos se a expressao da STEAP1 afeta o tratamento com cabazitaxel ou
enzalutamida em células LNCaP, foi realizado o silenciamento do gene STEAP1. Como
primeira abordagem foi analisado a expressdo do mRNA e proteina STEAP1. Conforme
pode ser observado na figura IV. 2, o silenciamento do gene STEAP1 foi realizado com
éxito, obtendo uma reducao significativa de 89% (117%+0.70 vs 11%+0.03) de mRNA e
81% (100%+0.24 vs 19,4%+0.08) de proteina STEAP1 em relacao ao grupo scramble
siRNA (controlo). Este resultado esta de acordo com o descrito previamente pelo nosso
grupo de investigacdo (Gomes et al., 2018). Analisando a diminuicao da expressao do
mRNA de STEAP1 (figura IV.2 A), observamos que ndo houve diferenca significativa
quando associado o silenciamento (STEAP1 siRNA) ao tratamento com enzalutamida ou

cabazitaxel.
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Figura IV. 2 Efeito do silenciamento do gene STEAP1 em células LNCaP, associado a terapia com
cabazitaxel (CBZ) e enzalutamida (ENZA). A expressao do mRNA foi determinada por qPCR (A),
normalizado com gene f2M. A expressao da proteina foi determinada por Western Blot (B). Em (C) esta
representado o immunoblot de STEAP1, normalizando com o gel (D). Os resultados sdo expressos como
variacao relativas ao grupo controlo (scramble siRNA). As barras de erro indicam a média + SEM (n=2), * p

<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.

2.2, Avaliacao da viabilidade e proliferacao celular

A viabilidade das células LNCaP foi avaliada pelo ensaio de MTT, apoés o tratamento com
cabazitaxel e enzalutamida, permitindo assim determinar a influéncia do gene STEAP1
na terapéutica. Realizando uma anéalise dos resultados obtidos (Figura IV. 3), podemos
observar que o silenciamento levou a uma reducao significativa de, aproximadamente,
47% da viabilidade no grupo STEAP1 siRNA em comparacdo ao scramble siRNA. Este
resultado coincide com resultados obtidos em outros estudos, em que o silenciamento da
STEAP1 resultou na diminuicao da viabilidade em linha celulares do cancro da préstata,
géstrico e hepéatico (Gomes et al., 2018; Wu et al., 2018; Iijima et al., 2021). No entanto,
o tratamento com cabazitaxel reverte a diminuicdo da viabilidade induzida pelo
silenciamento do gene STEAP1, aumentando aproximadamente 48% (53% vs 101%).
Resultado semelhante foi observado em um estudo realizado anteriormente em nosso
grupo de investigacao com o quimioterapico docetaxel, onde houve um aumento de 25%
na viabilidade celular com silenciamento da STEAP1 (Cardoso, 2020). Contudo, um
estudo realizado com uma linha celular do cancro gastrico (MKN45), foi constatado que

o silenciamento da STEAP1 potencializou a quimiossensibilidade ao docetaxel (Wu et al.,
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2018). Quando as células foram tratadas com a enzalutamida nao foi observada diferenca
significativa com a auséncia ou presenca da STEAP1 (49% vs 57%), semelhante ao
encontrado anteriormente com o antiandrogénio bicalutamida (48% vs 51%) (Cardoso,

2020).
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Figura IV. 3 Anélise da viabilidade celular pelo ensaio MTT. Células LNCaP silenciadas ou nao para o gene
STEAP:1 foram expostas ao cabazitaxel (CBZ) e a enzalutamida (ENZA). Os resultados sdo descritos em
percentagem (%) em relacao ao grupo controlo (scramble siRNA). As barras de erro indicam a média + SEM

(n=4) * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Com intuito de explorar a influencia do gene STEAP1 na proliferacao celular, analisou-
se, por western blot, a expressao da proteina c-Myc na sua forma ativa que é fosforilada
(p-c-Myc). Como o c-Myc é um fator de transcri¢do frequentemente sobreexpresso em
adenocarcinoma prostatico, é considerado um impulsionador da proliferacdo celular e

progressao do ciclo celular.
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Figura IV. 4 Efeito do silenciamento do gene STEAP1 na proliferagdo. Células LNCaP silenciadas ou nao
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As barras de erro indicam a média + SEM (n=2) ), ** p <0,01; *** p <0,001.
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Analisando a acdo da STEAP1 na expressao de p-c-Myc (figura IV.4), é notavel uma
inclinacdo ao aumento na expressao de p-c-Myc em células silenciadas (STEAP1),
comparativamente ao controlo - scramble (100%+0.001 vs 195%+0.133). Esse aumento
na expressao de p-c-Myc em células silenciadas, possivelmente deve-se a um mecanismo
molecular para contrapor a diminuicao da proliferacao em resposta ao silenciamento da
STEAP1. Associando a terapéutica com os farmacos, verificou-se que o silenciamento da
STEAP1 resultou em uma diminuicdo significativa da expressao de p-c-Myc quando
associada ao tratamento com cabazitaxel (21%+1.2 vs 11%+1.3). Embora sem significado
estatistico, também é possivel observar uma tendéncia de diminuicao na expressao de p-

c-Myc associada a terapia com enzalutamida (2.2%+0.3 vs 1.6%+0.3).

Num estudo realizado em linha celulares de hepatocarcinoma (HepG2 e Hep3B), foi
notada uma regulacao negativa de c-Myc quando as células foram transfectadas com
siRNA direcionado ao silenciamento da STEAP1 (Iijima et al., 2021). Reforcando que a
sobreexpressao da STEAP1, favorece o aumento da proliferacao celular (Gomes et al.,
2018; Wu et al., 2018; Zhang et al., 2020; lijima et al., 2021), migracao e invasao celular
(Wuetal., 2018; Sun et al., 2019; Huo et al., 2020; Jiao et al., 2020), e ainda é associada

ao aumento no grau de Gleason (Ihlaseh-Catalano et al., 2013; Gomes et al., 2014).

Alguns estudos evidenciam que a sobreexpressao de STEAP1 promove a progressao do
cancro da prostata (Ihlaseh-Catalano et al., 2013; Gomes et al., 2014). Sendo também
observado a sobreexpressao da proteina nuclear c-Myc em 97% dos cancros da prostata,
correlacionando com aumento da proliferacdo e a diminuicao da apoptose (Sato et al,,

2006; Gurel et al., 2008; Hawksworth et al., 2010; Pettersson et al., 2018).

Alguns estudos tém descrito, no CaP, mecanismos que permitem a estabilizacao da
proteina c-Myc e, assim, evitar a sua degradacao via proteassoma pela ubiquitinacao. A
estabilizacao ocorre através da fosforilacdo de c-Myc na serina 62 (pS62) ao invés da
treonina 58 (pT58) que encaminharia para a degradacdo (Junttila and Westermarck,
2008; Wu et al., 2019). Devido a uma alteragao estrutural de c-Myc, na treonina 58, e
isto favorece a fosforilagdo na serina 62 e conduz a estabilizacdo. Este mecanismo de
estabilizacdo de c-Myc tem sido relacionado com a desregulacdo de duas vias de
sinalizacao PI3K/AKT/mTOR e ERK/RAS, uma vez que, para ocorrer a degradacao de c-
Myc, é necessaria uma fosforilacao inicial em serina 62 (pS62) mediada ERK e,
seguidamente, de uma fosforilacao na treonina 58 por GSK-3 (Sears et al., 2000; Junttila
and Westermarck, 2008; Wu et al., 2019). Entao, podemos justificar o resultado
encontrado, pois uma maior estabilidade da forma (p-c-Myc (pS62)) contribui para a

sobreexpressao, principalmente associado a terapéutica com cabazitaxel.
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Outra explicacdo para a sobreexpressao de c-Myc nas células tratadas com cabazitaxel,
ocorre pela regulaciao negativa do recetor de androgénio, visto que um dos mecanismos
de acdo do cabazitaxel é impedir a translocacao do AR para o nacleo. Evidéncias apontam
que c-Myc antagoniza atividade transcricional do AR, pois antagoniza a producao
transcricional de genes alvos de AR, assim observou-se em amostras clinicas que
apresentavam programas transcricionais simultaneos de AR baixo e de c-Myc alto,
contribuiria para a progressdo do cancro e ainda direcionava a doenga metastatica

resistente a castracao (Barfeld et al., 2017; Qiu et al., 2021).

2.3. Avaliacao da apoptose

Para determinar a influéncia do gene STEAP1 nas vias apoptoticas, foi analisada a
atividade da enzima caspase 3 e os niveis de expressao de proteinas reguladoras da
apoptose, como p53, p21, Bax e Bcl-2. A avaliacao da apoptose através do ensaio da
atividade da caspase 3 é importante, visto que as vias intrinsecas e extrinsecas convergem
para ativacao da caspase 3, uma enzima efectora da apoptose, sendo considerada o ponto
irreversivel da apoptose. Analisando os resultados expressos na Figura IV. 5, podemos
constatar que a atividade da caspase 3 aumentou significativamente (p <0,01) com
silenciamento da STEAP1, conforme constatado em estudos anteriores do nosso grupo
(Gomes et al., 2018; Cardoso, 2020). Mas quando associado a terapia farmacolégica com
o cabazitaxel ou a enzalutamida, ocorreu uma diminuicao significativa (p <0,05) da

atividade da caspase 3.
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controlo (scramble siRNA). As barras de erro indicam a média + SEM (n=2), * p <0,05; ** p <0,01.

A fim de complementar a avaliacdo da resposta apoptotica e o ciclo celular, analise da
expressao de mRNA, do p21 e proteina p53 foi feita em células LNCaP silenciadas para o
STEAP1 e expostas aos dois farmacos em estudo. A proteina p53 desempenha um papel
importante como supressor de tumor e pela sua acdo pro-apoptoética. Avaliando a
expressao de mRNA do p21 (figura IV. 6 A), ndo observamos aumento da expressao com
o silenciamento da STEAP1 (STEAP1 siRNA) em relacdo ao controlo (scramble siRNA),
conforme foi observado anteriormente (Gomes et al., 2018). Um panorama distinto foi
encontrado quando associamos o silenciamento do gene STEAP1 a terapéutica com o
cabazitaxel e a enzalutamida, pois com silenciamento e a terapia com o cabazitaxel
ocorreu um aumento da expressao do mRNA da p21, embora possa ser observado um
grande desvio. Todavia na terapia com enzalutamida observamos o inverso, pois houve
uma diminui¢do significativa (p <0,01) na expressdo de mRNA do p21 na condicio
silenciada (STEAP1 siRNA) quando comparada a ndo silenciada (scramble siRNA).
Analisando a expressao da proteina p53 (figura IV. 6B), podemos observar que nao houve
diferenca significativa com o silenciamento da STEAP1 ou quando associado as terapias
com cabazitaxel e enzalutamida. A expressao de c-Myc tem sido associada a uma
regulacao negativa da transcricao do p21, e assim superar a paragem do ciclo celular,
promovendo a proliferacao (Claassen and Hann, 2000; Gartel et al., 2001; Feng et al.,
2002; Wu et al., 2003; Wang et al., 2007). Num estudo realizado em células de leucemia

K562, foi observado que o c-Myc antagoniza os efeitos de p53 e p21 (Ceballos et al.,
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2000). Assim, esses estudos justificam a variabilidade encontrado na expressao de p21e

p53, principalmente associada a terapéutica com cabazitaxel e a enzalutamida,

ocasionando um aumento na expressao de c-Myc como mecanismo de sobrevivéncia.

Desta forma, dificultando observar a influéncia da indu¢ao de STEAP1 e os farmacos na

expressao de p53 e p21, gerando uma variabilidade no resultado de expressao.
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Figura IV. 6 Efeito do silenciamento do gene STEAP1 nos niveis de expressdo dos reguladores do ciclo
celular p21 e p53. A expressao de mRNA do p21 foi determinada por qPCR (A), normalizado com gene f2M.
A expressdo da proteina p53 foi determinada por Western Blot (B). Em (C) est4 representado o immunoblot
de STEAP1, normalizando com o gel (D). Os resultados sdo expressos como variagio relativas ao grupo

controlo (scramble siRNA). As barras de erro indicam a média + SEM, * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Ainda para avaliar a apoptose, foi analisado os niveis de expressao das proteinas Bax e
Bcl-2, através do balanco pro-apoptotico e anti-apoptoético. Conforme pode verificar na
figura IV. 7, nao foi observada diferenca significativa entre a razao Bax/Bcl-2 nos grupos
experimentais com ou sem silenciamento da STEAP1, sendo apoiado pelo resultado
encontrado na expressao da proteina p53 e de mRNA do p21, devido a regulaciao da
apoptose exercida por p53, através da proteina Bax. Como observamos, o c-Myc pode
atuar antagonizando os efeitos de p53 e p21. Um estudo avaliou a expressao da proteina
Bax em células k562, e observou que os niveis de mRNA e proteina Bax nao se alteravam
consoante a expressao de c-Myc, mostrando que o mecanismo de regulacao negativa da

apoptose nao ocorria através da Bax (Ceballos et al., 2000).
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Figura IV. 7 Efeito do silenciamento do gene STEAP1 em células LNCaP expostas a cabazitaxel (CBZ) e
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relativas ao grupo controle (scramble siRNA). As barras de erro indicam a média + SEM (n=1).
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2.4. Avaliacao da STEAP1 na migracao e invasao

Avaliamos a capacidade de inducao da STEAP1 na transicao epitelial para mesenquimal
(EMT), através da quantificacdo da expressao da proteina E-caderina. Os resultados
obtidos mostram que nao houve diferencas significativas na presenca ou auséncia do
silenciamento da STEAP1 quando associada a terapia farmacoldgica (figura IV. 8). No
entanto, esta descrito que a sobreexpressao da STEAP1 induz o aumento da expressao da
proteina E-caderina em carcinomas endometriais, cancro de ovario e adenocarcinoma
pulmonar (Sun et al., 2019; Huo et al., 2020; Jiao et al., 2020). Buscando em literaturas
cientificas a avaliacdo da influéncia da sobreexpressao de c-Myc na indu¢do de EMT,
constatamos que a sobreexpressao de c-Myc também induziu o aumento da expressao da
proteina E-caderina no cancro cervical (Bai et al., 2021). Em contrapartida nas células
do cancro da mama, c-Myc induziu a diminuicao na expressao da E-caderina (Yin et al.,
2017). Mais experiéncias seriam necessarias para avaliar a resposta farmacolégica do

cabazitaxel e enzalutamida nas células LNCaP silenciadas para o STEAP1 na agio EMT.
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Figura IV. 8 Efeito do silenciamento do gene STEAP1 na migracio celular através da avaliacdo dos niveis
de expressdo da proteina E-caderina. A expressdo da proteina E-caderina foi determinada por Western Blot
(A). Em (B) esté representado o immunoblot de E-caderina, normalizando com o gel (C). Os resultados sao
expressos como variacdo relativas ao grupo controlo (scramble siRNA). As barras de erro indicam a média
+ SEM (n=2).
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v. Conclusao

O nosso estudo demostrou que a diminui¢ao na viabilidade celular é revertida em células
LNCaP, silenciadas para o gene STEAP1, quando tratadas com cabazitaxel. Constatamos
também que, o silenciamento da STEAP1 na terapia com cabazitaxel, resultou numa

diminuicao significativa da expressao de p-c-Myec.

Ainda observamos que a atividade da caspase 3 aumentou significativamente (p <0,01)
com silenciamento da STEAP1. Entretanto quando associado a terapia farmacologica
com o cabazitaxel ou a enzalutamida, ocorreu uma diminuicao significativa (p <0,05) da

atividade da caspase 3.

Identificamos que no grupo silenciado para o gene STEAP1 e tratado com o cabazitaxel,
ocorreu um aumento da expressao de mRNA do p21. Todavia apresenta um grande
desvio. Porém o grupo silenciado para o gene STEAP1 e tratado com a enzalutamida foi
observado o contrario, pois houve uma diminuicao significativa (p <0,01) na expressao
do mRNA da p21 na amostra silenciada (STEAP1 siRNA).

De forma geral, estes resultados sugerem uma possivel utilidade da sobreexpressao
STEAP1 como biomarcador preditivo ao tratamento do CaP com cabazitaxel ou
enzalutamida, visto que os farmacos apresentam menos efeitos terapéuticos quando as
células estao silenciadas para a STEAP1, ou seja, o facto de sobreexpressar a proteina

pode indicar uma melhor eficacia destes farmacos.
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